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1965 年 Holley ら 11) が酵母の tRNAa1a の全塩基配列を決定して以来， tRNA に関する研究は急速に
進歩した。 tRNA の全塩基配列に関しては種々の生物から 40 種以上決定され，その内，大腸菌につい
ては 14 種のアミノ酸に対応する tRNA の塩基配列が決定された。これらの tRNA はすべてクローパ
一葉型の二次構造を作っている。
三次構造については，高分解能核磁気共鳴スペクトル (NMR) 及びX線解析により確かめられつつ
ある。即ち s. H. Kim ら (2) 及び J. P. Robertus ら (3) により酵母の tRNAPhe の結晶を用いたX線解析







このように， tRNA は主要構成成分であるアデノシン (A) ， グアノシン(G) , シチジン (C) ，ウリジ
ン (U)，の他に主要構成成分がメチル化，チオール化，その他もっと複雑な修飾を受けたいわゆる微





3. 5' 末端から 8 又は 9 番目に 4ーチオウリジン(S4U) 
4. D- ループにジヒドロウリジン (D)
5. s-領域に 7- メチルグアノシン (m7 G) と U の誘導体
6. T-砂ーCーループにリボチミジン (T) と件
これらの微量成分の役割として多くの可能性が考えられるため，これらの微量成分の構造決定は興
味あることである。
私は，当時その塩基配列決定がなされていなかった tRNAg1U の塩基配列の決定を行ったf) この t­
RNA は BrCN 処理によりアミノ酸受容活性が完全に失活し ;7) アミノアシル tRNA 合成酵素(ARS­
ase) による ATP-PPi 交換反応に tRNA を必要とする( 8) 等他の tRNA と異なる性質が明らかにされ
ていた。そこで，この tRNAg1U の全塩基配列決定が，これらの異なる性質を解明する手がかりとなる
と考えられた。
その結果，アンチコードンの第一塩基に 5- メチルアミノ田メチルー2- チオウリジンを含むことがわか
り，このヌクレオシド以外に BrCN と反応するヌクレオシドが存在しないことから， ARSase の認識
部位にはアンチコードンの第一塩基が関係していると考えられた。
又， tRNA~et のアンチコードンの一字目に C+ ;9) また tRNAPhe の s 領域に X(恥とよばれる構造未
知の微量成分が存在することが報告されていた。そこで，この微量成分を精製し，その化学的諸性質
を調べると共に，質量分析， NMR の測定からその構造を推定し，最終的には，化学的に合成した標






第一章 大腸菌 tRNA~IU の塩基配列
Zubay の方法(11) で得た大腸菌 tRNA を種々のカラムクロマトグラフィーにより分離したところ， 2 
種の tRNAg1U が得られた。これら 2 種の tRNAg1U は共に BrCN 処理によりアミノ酸受容活性が失活
する。又，コード認識能も大きく変るところがないため，量的に多い tRNA~IU の塩基配列決定を行
った。この tRNA~IU には，微量成分として 1 モルの 2-メチルアデノシン (m2A) , 1 モルの 5ーメチルア
ミノメチルー2-チオウリジン (N) ， 1 モルのリボチミジン (T) ， 2 モルのプソイドウリジン(件) , が存
在した。 N 以外のものは既知のものであるので，紫外線吸収スペクトル及び薄層クロマトグラフィー
によりそれらの存在を確認した。 N は 2-チオウリジン誘導体に特徴的な紫外線吸収特性と薄層クロマ
トグラフィーより Carbon ら(叫が未分画大腸菌 tRNA から検出した 5- メチルアミノメチルー2ーチオウ
リジンと推定した。 tRNAflU は他の多くの tRNA に含まれる D ， m7G , S4U 等を含まず微量成分の
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含量が非常に少ない tRNA であることがわかった。
すでに常法となっている RNase T1 及び RNase A による各々の完全消化物を塩基配列の決定は，
7M 尿素存在下の DEAEーセファデックス A-25 カラムクロマトグラブイーによりオリゴヌクレオチド
に分離し，次に，酸性の条件 (pH 2. 7)で DEAE-セファデックス A-25 クロマトグラフィーを行なう






RNase A により分析し， tRNA の全塩基配列を決定した。を RNase T1 , 
この二次構造そのクロバ一葉型モデルを示す。次に，
からもわかるように， N はアンチコードンの a字目に存
N-U-C というアンチゴードンを形成している。在し，














































大腸菌 tRNA~et に含まれる N4 - アセチルシチジン









大腸菌 tRNA~et1600 A260 単位を RNase T1 で完全消化し， 7M 尿素存在下 DEAE-セファデックス
その構造を N4 - アセチルシチジンと決定することができた。




いた。このオリゴヌクレオチドを脱塩した後， RNase T2 で完全に分解し，一次元日に 5%ー酢酸アン
モニウム (pH 3.5) を用いる電気泳動，二次元日にイソ酪酸: 0.5N アンモニア水= 5 : 3 によるペー
ノ fークロマトグラフィーを用いて C+p を分離した。
C+p の紫外線吸収特性は， N 4 - アセチルシチジンと非常によく似ていたo ). max. は pH2.0 で， 308nm ，
pH7.0 で 242nm と 298nm ， pH 12 で 300nm であった。
又， pH 12 で，室温に約15 分間放置すると). max が270nm に変化する。この液性を濃塩酸により酸
性にすると). max が長波長に移動して 280nm に変化するため，生成物はシチジル酸と考えられる。
C+p は pH3.5 の電気泳動により， UP と Gp の中間の移動度を示したことから，その pKa は 3.5 よ
り低いところにあると思われる。以上のことから C+p は N 4 - アシルシチジル酸と推定した。つづいて
C+p を大腸菌のアルカリ性フォスホモノエステラーゼ (PMase) で処理して，ヌクレオシド C+ を分離
し，一方 Sasaki とMizuno\14 1 の方法で N4 - アセチルシチジンを合成して， 5 種類の溶媒系を用いて薄
層クロマトグラフィーにより両者の Rf 値を比較したところ全く ・致した。又，そのマススペクトル
も完全に一致したため tRNA~et のアンチコードン第ー」字目に存在する C+ は N 4ーアセチルシチジンで
あると同定した。
N4 - アセチルシチジンは酵母 tRNA1eu と tRNAser の D-stem に存在することが報告されていたが，
大腸菌からは初めて見っかり，アンチコードン第・字目に存在することから，コード認識に何らかの
働きを持つことが考えられる。
2. 大腸菌 tRNAPhe に含まれる 3(3- アミノー3ーカルボキシプロピル)ウリジン
Barrell と Sanger\恥により， 1969 年に tRNAPhe の全塩基配列が決定された。その S 領域には構造
未知のX と名づけられた修飾ヌクレオチドが存在していた。
その後 tRNA~et， tRNA出u ， tRNAarg , tRNAira1 にも同じ位置に X と名づけられた修飾ヌクレオ
チドが存在することが報告された口そこで， この x (この論文中ではキサントシンとの誤解をさ
げるため N* と名づける)の構造決定を行い，ニンヒドリン反応，薄層クロマトグラフィーの Rf 値，
紫外線吸収スペクトル，マススペクトル， NMR スペクトル等の結果により構造を推定し，さらに化
学的に合成した 3(3- アミノー3ーカルボキシプロピル)ウリジンと比較することにより同定した。
N* の単離のため tRNAPhe を種々のカラムクロマトグラフイーにより分離した。この tRNAPhe は
その塩基配列より RNase A 消化物として m7 Gp N:Cp が得られることがわかっている。そのため RN­
ase A 消化物を DEAE-セルロースペーパーを用い高圧の電気泳動をすることにより m7GpN:Cp と Ap­
CP の混合物を得た。得られた試料を RNase T2 消化し，一次元日イソ酪酸: 0.5N アンモニア水=5
: 3 ，二次元日イソプロパノール:濃塩酸:水=70 : 15 : 15 のペーパークロマトグラフィーにより
Nt を得た。この N: はニンヒドリンに陽性で，無水酢酸によりアセチル化した場合，中性の条件下で
電気泳動の移動度が増加したためアミノ酸を含むことが示唆された。又， RNase A に抵抗性があり紫
外線吸収特性が pH 2.0 , pH 7.0 , pH 12. 0 において最大吸収波長 263nm で，分子日及光係数も pH の変
化によりほとんど変化を示さなかったため，ウリジンの N 3 の置換体と推測された。又， RNase T2 に
抵抗性がないため， リボース部分の修飾ではないことも明らかである。
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又， トリメチルシリル化した N* のマススペクトルより，分子量は 345 で，窒素の数は奇数個であ
ることがわかった。又ウリジン誘導体であるので側鎖は 102 の質量数であることがわかった。次に，
NMR スペクトルより， 5 ， 6 位の炭素に結合した水素のシグナルが存在するため，側鎖は N3 に付加し
ていることが確かめられた。又， 2.1 ppm 付近にカルテット様のシグナルが存在することから側鎖に
CH-CH2-CH2 - の構造を含むことが推測された。
以上の結果から N* は 3(3- アミノー3ーカルボキシプロピル)ウリジンであると推定したので，化学的
にこの化合物を合成し薄層クロマトグラフィーの Rf 値，マススペクトルにより比較し，同定した。
現在までに見つかった，このようないわゆる“hyper-modified" 微量成分はアンチコードン第一塩基




1 .大腸菌 tRNAflU の全塩基配列を決定し，その結果アンチコードンの第一塩基に 5- メチルアミ
ノメチルー2-チオウリジンが存在し，アンチコードンの Y 側に隣接して 2- メチルアデノシンを含むこ
とが明らかとなった。
5- メチルアミノメチルー2-チオウリジンはコード認識の際 G-A-A をより効率よく認識するために役
立っていることを見いだした。又他の tRNA に比して微量成分の種類，量共に少なく，多くの他のト
RNA に存在する m7 G ， D , S4U 等を含まないことが tRNAflU の持徴である。
2. 未同定ヌクレオシド即ち，大腸菌 tRNA~et に含まれる C+ ，及び大腸菌 tRNAPhe に含まれる
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論文の審査結果の要旨
本論文は大腸菌 t RNA~IU の一次構造の決定と，幾つかの未同定微量ヌクレオチドの構造決定に係わ
るものである。 bulk tRNA より，各種カラムクロマトグラフィーにより tRNA~IU を精製し， RNase 
Tl , RNase A，及び蛋消化腺ヌクレアーゼ等により消化し，そのフラグメントの構造より全一次構造
を決定した。
この際N と名付けられたものがらmethylaminomethy 1-2 -thiouridine であることを各種物理化学的デ
ータより決定した。
次に tRNA~et に含まれる C十と名付けられたものが，その物性の類似より N4 -acetylcytidine であ
? ??ヮ“
ることをつきとめ，合成標品との一致によりこのものを確定した。更に tRNAPhe に含まれX 又は N*
と名付けられたヌクレオチドの物性より 3(3-amino-3-carboxypropyl) uridine であることを推定し，化
学的にこのものを合成し，両者の一致を確認した。
以上の研究は薬学博士請求に充分値するものと認める。
? ?9臼
